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ABSTRACT

Objectives : The purpose of this study was to evaluate the neuroprotective effect of Pueraria lobata extract on 

focal cerebral ischemia in mice.

Methods : Focal cerebral ischemia was induced by occlusion of the right middle cerebral artery using the 

intraluminal filament model. ICR male mice underwent 90 minutes of middle cerebral artery occlusion (MCAo) 

followed by 24 hours of reperfusion. Mice were administered Pueraria lobata extract orally at the dose of 

300mg/kg just prior to reperfusion. Rotarod test and balance beam test were practiced to assess sensory-motor 

function 23 hours after MCAo. In rotarod test, the latency to fall on the accelerating rotarod was recorded for 

5 min. In balance beam test, the score was graded according to number of slips and latency to cross. The 

infarct volume was measured 24 hours after MCAo using 2% 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride (TTC) staining.

Results : Pueraria lobata extract treated group showed significant reduction in infarct volume by 27.3% 

compared to control group (p<0.05). In rotatod test, it also showed significant extension of latency time 

compared to control group (67.82±15.08 vs. 5.62±1.06, p<0.001). In contrast to performance in rotarod test, 

that in balance beam test did not improve with Pueraria lobata extract treatment.

Conclusions : We conclude that Pueraria lobata extract has a significant neuroprotective effect and reduces 

damage of sensory-motor function in MCAo model. These findings suggest that Pueraria lobata could be a 

potent neuroprotective agent.
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서 론1)2)

뇌혈관 질환 중 하나인 중풍은 갑작스럽게 발생하고, 정상

적인 신경학적 기능의 상실을 동반하며, 짧은 시간 내에 급격

하게 질병의 경과가 진행된다. 또한 이로 인해 사망의 위험성

이 높고 사망에 이르지 않더라도 계속적인 심각한 후유장애로 

인하여 사회활동을 할 수 없게 된다1). 한의학에서 중풍은 약 

B.C. 2600년경 『黃帝內經』에서 ‘仆擊, 暴病暴死, 不病卒

死, 痱病’등의 증상으로 처음 표현되었으며 이후의 많은 학

자들이 다양한 시각에서 이 질환에 대한 연구를 하였다2).

중풍 치료는 발병초기 3시간 이내에 혈전을 용해시켜 재관

류시키는 방법과 신경세포의 사멸을 막을 수 있는 신경보호제

를 사용하는 두 가지 방법이 있다3). 현재 혈전용해제로는 

recombinant tissue plasminogen activator (rtPA)가 유일

하게 치료제로써 인정되고 있으나4), 아직까지 효과적인 신경

보호제에 관한 보고는 없는 실정이다3).
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갈근은 한국에서는 칡Pueraria lobata OHWI (콩과 

Leguminosae)의 周皮를 제거한 뿌리를 사용하고5), 중국에서

는 野葛Pueraria lobata (Willd) OHWI 혹은 甘葛藤

Pueraria thomsonii BENTH.의 건조된 뿌리를 사용하고 있

다6). 갈근은 『神農本草經』에 ‘葛根, 味甘平. 主消渴, 身大

熱, 嘔吐, 諸痺, 起陽氣, 解諸毒, 葛谷, 主下利十歲已上’이라

고 처음 기재된 이후로 많은 의학자들에 의해 연구되어 왔다. 

한의학적으로 甘辛, 平하고 解表, 透疹, 生津, 止瀉의 효능이 

있어 전통적으로 外感風熱, 麻疹透發不暢, 消渴, 濕熱瀉痢, 脾

虛泄瀉 등에 사용하였다7). 갈근의 약리작용으로는 해열, 혈압 

강하, 뇌혈류량 증가, 관상동맥 확장, 항부정맥, 평활근 이완, 

혈소판응집 억제작용 등이 연구되어 있다8-9). 

신경보호와 관련된 효능은 갈근의 주요 isoflavone 성분인 

puerarin과 daidzein을 중심으로 연구되어 왔다. 갈근의 지표성

분인 puerarin은 다양한 기전을 통해 신경보호 효과가 있음이 

밝혀져 중국에서는 급성 중풍을 치료하는데 널리 약으로 이용되

고 있다10). Puerarin은 in vitro 연구에서 glutamate, Ca2+ 

유입, NO 생성을 억제하며11), acid-sensing ion channel을 차단

하여12) 신경세포를 보호함이 보고되었다. in vivo 연구에서는 

국소 뇌허혈 동물 모델인 중대뇌 동맥 폐쇄 모델에서 NMDA 

receptor의 발현 억제13), 세포내 Ca2+유입 억제14), 

anti-oxidant15), anti-inflammation16-18), anti-apoptosis19), 

erythropoietin activity 활성화20)를 통하여 신경세포를 보호함

이 보고되어 있다. 전뇌 허혈 동물 모델인 사혈관폐쇄 모델에서 

anti-apoptosis 작용을 통하여 학습기억 능력 향상시켰으며21) 

gerbil을 대상으로 한 2-vessel occlusion 모델에서도 

anti-apoptosis, anti-inflammation 작용을 통하여 뇌신경세

포를 보호함이 보고되었다22). Daidzein은 in vitro 연구에서 

PPARγ activation을 통하여 신경세포를 보호하며23) estrogen 

receptor를 통하여 세포자연사를 막는 것이 보고되어 있다24). 

갈근추출물의 경우 양측 경동맥을 폐쇄하여 중풍을 유발한 쥐에

서 해마, 선조체의 norepinephrine, dopamine의 농도를 증가

시켜 항우울 작용이 있음이 보고되어 있는데25) Kenmei 

Mizutani 등26)에 의하면 중풍으로 인한 뇌 손상으로부터 운동

기능을 회복하는 데에 뇌 내 norepinephrine, dopamine을 조

절하는 것이 중요한 역할을 한다고 보고되어 있다. 실례로 동물 

모델에서 중풍 유발 후 중추의 노르아드레날린 신경전달을 증가

시킴으로써 운동장애가 회복되었다는 보고가 있다27). 

갈근의 주요 성분인 puerarin과 daidzein이 신경보호 효과가 

있으며 갈근 추출물이 뇌 내 norepinephrine과 dopamine농도를 

증가시킨다는 이전의 연구는 갈근 추출물이 중풍으로 인한 뇌세

포 사멸로부터 신경세포를 보호하며 감각 운동 실조를 개선할 

가능성이 있음을 시사한다. 본 연구에서는 이러한 가능성을 객

관적으로 검증하기 위하여 중대뇌동맥 폐쇄 모델을 이용하여 국

소 뇌허혈 유발한 후 갈근을 투여하고 뇌경색 비율을 측정하여 

신경보호 효과를 확인하였으며 rotarod test와 balance beam 

test를 수행하여 감각운동 실조를 개선하는지를 평가하였다.

재료 및 방법

1. 재료

1.1. 동물

실험동물은 ㈜샘타코(한국)에서 구입한 체중 29-31g ICR 

수컷 생쥐를 사료와 물을 자유롭게 공급하면서 일주일간 실험

환경에 적응시켰으며, 실험 12시간 전에 절식시켜 실험에 사

용하였다. 사육실 내의 온도는 22.0±2.0℃, 습도는 55±5%

로 유지하였고 낮과 밤의 주기는 각각 12시간으로 하였다.

1.2. 약재
실험에 사용된 갈근(Pueraria lobata)은 경북 영천에서 채

취한 것을 경희대학교 한의과대학 김호철 교수의 동정을 받아

(Voucher No.12082702) 사용하였다 

 

2. 실험방법

2.1. 시료의 조제
갈근 100g을 세절하여 70% EtOH을 용매로 수욕상에서 3

시간 추출하였다. 추출액은 여과하였으며 감압농축기를 사용

하여 농축하였다. 위와 같은 방법으로 다시 2회 더 반복하여 

총 24.5g의 70% EtOH 추출액을 얻었다.

2.2. 국소뇌허혈의 유발과 시료의 투여
국소뇌허혈 모델은 Zea longa 등의 방법28)을 응용하여 사용하

였다. 먼저, 12 mm의 4-0 나이론 봉합사(Dafilon, Malaysia)를 

실리콘(Xantopren, Bayer Dental, Germany)으로 코팅하여 

지름이 0.20 mm가 되게 제작하여 실험에 사용하였다. 생쥐

를 70% N2O와 30% O2가 섞인 혼합가스에 5%의 이소플루

란(isoflurane)으로 전신마취를 한 후, 목 전방 부위 중앙의 

피부를 절개하고 오른쪽 경동맥과 외경동맥(ECA)을 주위조직

과 신경들로부터 분리하였다. 외경동맥 분지인 상부갑상선동

맥과 후두동맥을 전기소작기로 소작하고 내경동맥의 분지인 

익돌근구개동맥을 전기소작한 뒤, 외경동맥을 자르고 probe

를 외경동맥에서 내경동맥으로 삽입하되 총경동맥분지에서 약 

10 mm정도 삽입한 후 실로 고정하였다. 피부절개부위를 다

시 봉합한 후 마취에서 자연회복시켰다. 유발 90분 후 같은 

방법으로 재마취하여 probe를 후퇴시켜 재관류시켰다. 재관

류 직전에 시료를 한번 경구투여 하였으며, 대조군은 같은 부

피의 20% DMSO를 경구 투여하였다. 모든 수술과정은 이소

플루란을 2%로 유지하면서 수술현미경하에서 시행하였으며, 

체온이 37±0.5℃ 이하로 떨어지지 않도록 체온 유지장치를 

이용하였다. 실험군은 중대뇌동맥을 폐쇄하여 뇌허혈을 유발

한 대조군, 뇌허혈 유발 후 갈근 추출물을 경구 투여한 갈근

군, 혈관내 봉합사 삽입과정을 제외한 모든 수술과정을 시행

한 Sham군으로 구분하였으며, 각 실험군은 5 마리씩으로 구

성하였다.

2.3 뇌손상 조직의 염색
뇌허혈 유발 24시간 후에 경추탈골 시키고, 2분 이내에 뇌

를 적출한 후 mouse brain matrix를 이용하여 2 mm 두께로 

4개의 절편으로 나누었다. 2% 2,3,5-triphenyltetrazolium 

chloride (TTC)가 들어 있는 16 well plate에 조직을 충분히 

담그고 37℃에서 30분 동안 염색하였다.

2.4. 뇌손상 조직의 부피 측정
염색된 4개의 조직을 디지털 카메라로 촬영한 후 이미지 
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분석프로그램인 옵티마스 6.5 (Optimas 6.5, Bioscan)를 이

용하여 뇌경색 면적을 측정하였다. 뇌경색 비율(%)을 아래 수

학식으로 계산하였다.

뇌경색 비율(%) =【(A-B/A)× 100】

A: 정상 우반구의 부피(mm3)

B: 손상 반구의 정상 부위 부피 (mm3)

2.5. 행동학적 평가
2.5.1. Rotarod test

운동 기능의 조정, 감각운동 조화와 자발운동을 관찰하기 

위해 Rogers 등29)과 Zhang 등30)의 방법을 응용하여 뇌허혈 

유발 후 23시간에 실시하였다. rotarod의 회전봉이 0에서 60 

rpm까지 5분간 회전하는 가속회전법을 사용하였고, 뇌허혈이 

유발된 생쥐를 봉의 가운데에 균형을 잡아 놓은 후, 회전을 

시작한 시간부터 생쥐가 떨어질 때까지의 시간(latency time)

을 측정하여 평가하였다. 각 생쥐마다 5회 실시하여 최고치와 

최저치를 제외한 중간 3개 값의 평균을 수치로 사용하였다.

2.5.2. Balance beam test

뒷발의 운동기능을 측정함과 동시에 균형감각, 전정기능 

등을 관찰하기 위하여 Soblosky 등의 방법31)을 응용하여 뇌

허혈 유발 후 23시간에 실시하였다. 먼저 너비 3 cm, 길이 

150 cm의 나무로 된 봉을 바닥에서 약 50 cm 높이에 걸쳐 

놓고, 생쥐를 봉의 중심에 균형을 잡게 놓은 후 30초간 생쥐

의 행동을 보고 3명의 관찰자가 그 점수를 매겼으며 점수의 

평가기준은 다음과 같다. 0점; 봉에서 균형을 유지할 수 없는 

상태, 1점; 30초간 균형을 잡고 봉의 길이 방향으로 몸을 트

는 상태, 3점; 2점에 몸을 튼 상태에서 봉의 길이 방향으로 

걷되 스텝의 50% 이상이 미끄러지는 상태, 4점; 3점에서 

50% 이하로 미끄러지는 상태, 5점; 4점에서 1스텝 정도 미

끄러지는 상태, 6점; 5점에서 미끄러지는 스텝이 없이 자유롭

게 걷는 상태로 정하여 실시하였다. 생쥐마다 매 3회 실시하

여 평균값을 데이터로 사용하였다.

2.6. 통계처리
데이터는 mean±SEM으로 나타내었으며, 대조군과 실험군

의 평균차이는 Student t-test로 검정하여 p<0.05 미만일 

때 통계적으로 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

결 과

1. MCAo에서 뇌손상 억제 효과

TTC로 뇌조직을 염색하면 허혈성 손상으로 인하여 조직이 

사멸한 부위는 염색이 되지 않아 흰색으로 나타나며, 정상 부

위의 조직은 염색이 되어 흑적색으로 나타난다. 갈근 추출물

을 투여한 군(B)의 뇌조직을 살펴보면 대뇌피질과 선조체의 

세포사멸 부분이 대조군(A)에 비하여 작은 것을 육안으로 알 

수 있다(Fig.1). 뇌경색 비율은 20% DMSO를 투여한 대조군

에서 35.46±2.11%로 관찰되었고, 갈근 추출물 300 mg/kg

를 경구투여한 군에서 25.7±3.99%로 관찰되었다. 갈근 추출

물은 대조군에 비해 뇌경색 비율을 27.3% 줄여주어 유의한 

신경보호 효과를 나타내었다 (p<0.05)(Fig.2).

Fig. 1. Representative coronal brain section stained with 2% 2,3,5 
triphenyl tetrazolium chloride (TTC) 24h after MCAo. Dark pink 
part indicates normal part and white part indicates infarct part. 
Puelaria lobata extract 300mg/kg (p.o.) treated mouse (B) shows 
reduction of infarct area compared to control mouse (A).

Fig. 2. Neuroprotective effect of Pueraria lobata extract in mice. 
The infarct volume was significantly reduced by 27.3% after oral 
administration of Pueraria lobata extract 300mg/kg compared with 
the control. Values are mean±SEM for 5 mice. * significantly 
different from control, *p <0.05, by Student t-test. 

2. 행동학적 평가

2.1. Rotarod test
Rotarod test 결과, 대조군에서는 5.62±1.06초 동안의 

유지시간을 보였고, 갈근 추출물 300 mg/kg을 경구투여한 

군에서는 67.82±15.08초의 유지시간을 보여 대조군에 비해 

유의하게 감각 운동 기능의 실조에 대한 보호 효과를 보였다 

(p<0.001) (Fig.3).

Fig. 3. Latency time on rotarod performance. The latency time to 
fall off the rotarod was measured. 23 h after MCAo. The latency 
time of Pueraria lobata group was significantly extended compared 
to that of control group. Values are mean±SEM for 5 mice. *** 
significantly different from control, ***p<0.001, by Student t-test. 
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2.2. Balance beam test
Balace beam test 결과, 대조군은 0.77±0.14점을 기록

하였고, 갈근 추출물 300 mg/kg를 투여한 군은 1.00±1.00

점을 기록하여 두 군은 유의한 차이를 보이지 않았다 

(Fig.4).

Fig. 4. Scores on balance beam test. The scores were graded 
23 h after MCAo. Performance did not improve significantly with 
Pueraria lobata extract treatment. Values are mean±SEM for 5 
mice. Data obtained were analyzed by Student t-test.

고 찰

국소뇌허혈 동물모델인 중대뇌동맥 폐쇄 모델을 이용하여 

갈근 추출물의 신경보호 효과와 감각운동 기능에 끼치는 영향

에 대하여 평가한 결과 갈근 추출물은 허혈성 뇌손상으로부터 

뇌경색 비율을 유의하게 감소시켰으며 감각운동 기능의 지표

인 유지시간(latency time)을 연장시켰다.

갈근 추출물은 중대뇌동맥 폐쇄 모델에서 재관류 직전 

300mg/kg의 농도로 1회 경구 투여하였을 때 27.3%의 유

의한 신경보호 효과를 나타내었다. 10~20분간 허혈을 유

발시키면 중심부에서 신경세포들이 산발적으로 죽으며, 1

시간 유발 시 중심부에 경색이 형성된다. 또한 2~3시간 

유발 했을 때는 영구적으로 허혈을 유발시키는 경우와 같

은 정도로 조직이 손상된다32-33). 경색 부위의 세포 사멸은 

중심부에서 주변부로 확대되어 경색 유발 12시간 이후에는 

80%의 신경세포들이 사멸된다34). 때문에 초기에 신경보호

제를 투여하여 뇌경색 주변부 영역의 세포사멸을 막는 것

이 중요하다. 중대뇌동맥 폐쇄 24시간 후에 뇌조직을 관찰

하였을 때 재관류 직전 갈근을 투여한 경우 대뇌피질과 선

조체의 세포사멸이 현저하게 억제되었다. 이러한 결과는 갈

근 추출물이 신경보호제로 작용하여 세포자연사로부터 뇌

경색 주변부 영역의 신경세포를 보호한 것을 의미한다. 본 

연구 결과는 갈근 성분인 puerarin이 중대뇌동맥 폐쇄 모델

에서 NF-kappaB의 활성을 억제17)하고 재관류 손상에 관여하

는 inducible nitric oxide synthase(iNOS), tumor necrosis 

factor-α(TNF-α) 등의 염증 인자의 발현을 억제16)하여 

신경세포를 보호한 이전의 연구와 일치한다.

갈근 추출물은 중풍 유발 23시간 이후 측정한 rotarod 

test에서 감각운동 기능의 지표인 유지시간(latency time)을 

대조군에 비해 유의하게 연장시켰다. 중대뇌동맥 폐쇄 모델에

서 뇌허혈이 유발된 쥐는 감각운동 기능의 중추가 손상되어 

운동기능 조정(motor coordination), 감각운동 조화(sensory 

motor integration), 자발 운동(spontaneous locomotion) 

기능이 저하된다35). Rotarod test는 감각운동 기능을 평가하

는 대표적인 행동실험으로 뇌허혈이 유발된 쥐는 더 빠른 시간

에 균형을 잃고 떨어지게 되어 유지시간이 정상 쥐에 비하여 짧

다. 갈근 추출물이 유지시간을 연장시킨 것은 시냅스전달

(synaptic transmission)에 관련된 대뇌피질과 caudoputamen

의 손상을 막아30) 뇌허혈로 인한 감각운동 기능의 실조를 개

선함을 의미한다.

Rotarod test와 달리 balance beam test에서는 갈근 추

출물을 투여한 군과 대조군 사이에 유의한 점수 차이를 보이

지 않았다. Balance beam test의 경우 주로 쥐의 뒷발

(hindlimb)의 운동 기능을 평가하는 행동실험인데 중대뇌동맥 

폐쇄 모델에서는 뒷발의 감각운동기능을 담당하는 피질 영역

의 손상정도가 약하며 또한 자연적으로 회복되는 속도가 빠르

다고 보고되어 있다36). Puurunen 등36)의 연구에서는 MCAo 

유발 후 2일째부터 6일간 매일 balance beam test를 수행하

였을 때 2, 3일째에만 control group과 sham group간의 점

수(points)에 유의한 차이가 있고 그 이후에는 두 군 간의 유

의한 차이는 보이지 않았다. 이를 바탕으로 추측하였을 때 대

조군의 뒷발 감각운동 기능을 담당하는 피질영역의 손상 정도

가 약하기 때문에 갈근 투여군과 대조군 사이에 유의한 점수 

차이를 보이지 않았을 가능성이 있다. 

본 연구에서 수행한 중대뇌동맥 폐쇄 모델은 임상에서 빈

번하게 유발되는 중풍환자와 병태, 임상증상의 측면에서 가장 

유사한 모델이어서 뇌허혈 연구에 많이 이용되고 있다37). 또

한 중풍의 임상 증상이 운동기능 장애와 같은 감각운동신경의 

이상과 관계가 크기 때문에 조직학적 평가와 더불어 rotarod, 

balance beam test 등과 같은 행동평가를 수행하는 것은 효

과적인 신경보호제를 개발하는데 중요하다38). 때문에 중대뇌

동맥 폐쇄 모델에서의 조직학적 평가와 행동평가에서 모두 효

능을 보인 갈근 추출물은 중풍 치료에 있어서 효과적인 신경

보호제가 될 가능성이 있다고 생각된다.

결 론

갈근 추출물이 중대뇌동맥 폐쇄 모델에서 신경보호효과와 

감각 운동기능의 회복 효과가 있는지를 알아보기 위해서 뇌경

색 비율을 관찰하고 rotarod test와 balance beam test를 

실시한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 갈근 추출물을 300 mg/kg의 용량으로 유발 90분 후 경

구 투여한 결과 대조군에 비하여 뇌경색 비율을 27.3% 

감소시켜 유의한 뇌신경 보호효과를 보였다.

2. 갈근 추출물은 Rotarod test에서 감각운동기능 실조에 대

한 유의한 보호효과가 관찰되었지만 balance beam test

에서는 유의한 차이를 보이지 않았다.

갈근 추출물은 중대뇌동맥 폐쇄 후 발생하는 뇌세포 사멸

로부터 신경세포를 보호하며 뇌손상으로 인한 감각 운동 기능

의 실조를 억제하기 때문에 중풍 치료에 있어서 효과적인 신

경보호제가 될 가능성이 있다고 생각된다.
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